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第 1 章 
 
序論 
 
グラフェンはグラファイトを単層剥離することによって得られる、sp2 炭素が
ハニカム構造を形成した物質である(Fig. 1-1)。その構造に由来して高い電気伝導
性、透明性、高強度といったさまざまな高機能を有し、2004 年に Novoselov ら
が単層グラフェンの単離に成功して以来、世界中で盛んに研究が進められてい
る[1-2]。 
グラフェンの応用展開例の一つとして高い電気伝導性を生かした電気化学セ
ンサーへの利用がある。電気化学センサーでは測定試料に電極を浸漬して定電
位を印加する際に流れた電流の大きさから物質の定量を行うため、電極―物質
間の電子移動を促進することがセンサーの高機能化につながる。電子伝達のメ
ディエーターとしてフェロセンや金属錯体、カーボンナノチューブといった物
質を電極表面に修飾した例がこれまでに報告されている[3-5]。電極上にグラフ
ェンを固定化することで物質―電極間の電子移動が促進され、DNA の構成塩基
やカテコールなどの酸化還元活性種を高感度に検出できるという報告がなされ
ている[6-7]。このようなグラフェン修飾電極を用いた電気化学センサーを改良
することによって、医療分野における血中試料の分析、食品や環境中に含まれ
る物質の定量といった幅広い分野への貢献が期待される。 
 バイオセンサーは、優れた分子認識機能を持つタンパク質などの生体由来物
質を用いており、高感度かつ高選択的に物質の検出が可能である[8-14]。電気化
学を利用した酵素固定型のグルコースセンサーでは、電極上に固定化したグル
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コースオキシダーゼ(GOx)の働きによりグルコースを酸化すると同時に電極近
傍に過酸化水素を生じる。電極に電位を印加して、発生した過酸化水素を酸化
または還元し、その時に流れた電流値を測定して目的物質の定量を行う(Fig. 
1-2）。そのためグラフェンと酵素を電極表面に固定化することでバイオセンサー
の機能向上への利用が検討されている[15-18]。また、用いる酵素は自由に選択
可能なため、さまざまな物質の検出への応用が期待される。 
 本研究ではグラッシーカーボン(GC)電極表面にグラフェン薄膜を固定化し、
物性評価および種々の酸化還元物質に対する応答を検討した。また、白金電極
上にグラフェンおよび酵素を固定化し、バイオセンサーへの応用の検討も実施
した。 
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Fig. 1-2 電極反応の概要図 
グラファイト グラフェン 
Fig. 1-1 グラファイトおよびグラフェンの構造 
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第 2 章 グラフェン修飾電極の作製およびその応答性 
 
2-1 諸言 
 第一章で述べたように、グラフェンは高い電気伝導性を持ち、電極上に固定
することで電気化学センサーの高機能化が期待される。しかし、グラフェンは
水との親和性に乏しく溶液もしくは分散液として取り扱うことが難しい。また、
層間に働く分子間力が強く、グラファイトから直接単層のグラフェンを簡便か
つ大量に得ることは困難である。そこで、グラファイトを酸化し、カルボキシ
ル基などの酸性官能基を持った酸化型グラファイトを合成した。酸性官能基の
導入により、酸化型グラファイトは中性の溶液中で負電荷を有し水との親和性
を持つ。また、層間に静電的相互作用による反発力が生じ、超音波処理によっ
て容易に剥離し、水中に分散させることができる。こうして作製した酸化型グ
ラフェン（Graphene Oxide、GO）を化学的もしくは電気化学的に再還元するこ
とで剥離した還元型グラフェンを利用することができる[19-21]。 
本章では化学的酸化の手法を用いて GO を合成して分散液を調製し、Chen ら
の方法に従い電解析出法により GC 電極上に還元型グラフェンを固定化した[6]。
その後、作製した電極の性能評価および種々の物質に対する応答を検討した。 
 
2-2 実験 
2-2-1 試薬 
用いた試薬は以下のとおりである。 
・グラファイト粉末（ナカライテスク） 
・五酸化二リン（和光） 
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・ペルオキソ二硫酸カリウム（ナカライテスク） 
・過マンガン酸カリウム（ナカライテスク） 
・30%過酸化水素溶液（三徳化学） 
・フェリシアン酸カリウム（ナカライテスク） 
・L(+)-アスコルビン酸（和光） 
・尿酸（和光） 
・ヒドラジン一水和物（東京化成） 
・フェニルヒドラジン 
・2-ヒドラジノエタノール 
 
2-2-2 機器 
以下の機器を使用した。 
・赤外分光光度計（DR-8020、島津） 
・原子間力顕微鏡（SPM-9600、島津） 
・走査型電子顕微鏡（S-3200N、日立） 
・電気化学アナライザー（600B、ALS） 
参照電極に Ag/AgCl 電極、対極に Pt 電極を用いて三電極系で測定を行った。 
サイクリックボルタンメトリー（CV）で特に記載のないものは、全て掃引速度
50 mV/sec で測定を行った。 
 
2-2-3 GO の合成 
 Hummers 法およびそれを改良した化学的手法を用い、GO を合成した。（Fig. 
2-1） [22-23]まず、80 ℃に熱した 10 mL の硫酸中に 2.0 g のグラファイト、1.0 g
のペルオキソ二硫酸カリウムおよび 1.0 g の五酸化二リンを加え、温度を 80 ℃
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に保ったまま 4 h 撹拌した。その後、沈殿物を濾取して濾液が中性になるまで水
で洗浄した。続いて、回収物を氷冷した 10 ml の硫酸中に加え、さらに 6.0 g の
過マンガン酸カリウムを少しずつ添加した。過マンガン酸カリウムの添加が終
わった後、35 ℃に保ちながら 2 h 撹拌した。次に、100 ml の水をゆっくり滴下
し、さらに 1 h 撹拌した。その後水を 300 ml 加え、さらに 30%の過酸化水素溶
液を 16 ml 加えた。反応終了後、沈殿物を濾取して 10%塩酸 600 ml で洗浄した。
水を用いて透析して精製した後、凍結乾燥した。 
 
KMnO4
K2S2O8
P2O5
 
 
Fig. 2-1  GO の合成 
 
 
2-2-4 原子間力顕微鏡による GO の観察 
回収した GO を水に加え 1 h 超音波処理を行い、0.01 mg/ml の GO 分散液を調
製した。調製した分散液を雲母基板に滴下して乾燥させ、原子間力顕微鏡（AFM）
による観察を行った。 
 
 
2-2-5 グラフェン修飾電極の作製 
合成した GO を 67 mM リン酸緩衝液（pH 9.18）に加えて 1 h 超音波処理を行
い、0.3 mg/ml の GO 懸濁液を調製した。表面をアルミナ研磨した GC 電極を GO
懸濁液に浸漬し、窒素通気および撹拌しながら-1.5 ~ +0.6 V の範囲で連続的に電
極電位を掃引して、GO を電気化学的に還元して GC 電極上に析出させてグラフ
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ェン修飾電極を作製した(Fig. 2-2)。 
 次に、作製したグラフェン修飾電極の性能評価を行った。グラフェン修飾電
極を 5 mM フェリシアン化カリウム溶液（100 mM KCl）に浸漬し、CV を用いて
酸化還元応答電流を測定して評価した。 
 
GCE
Ag/AgCl
GO
dispersion
Pt
N2
N2
 
 
Fig. 2-2  グラフェン修飾電極の作製に用いた装置 
 
2-2-6 グラフェン修飾電極の酸化還元物質に対する電気化学応答 
 作製したグラフェン修飾電極および未修飾の GC 電極を用いて、過酸化水素、
アスコルビン酸および尿酸に対する電気化学応答を CV により調査した。測定溶
液は、各物質を pH 7.4 の 100 mM リン酸緩衝液に溶解し、3 mM となるように調
製した。 
 
   
 
 
 
 
Fig. 2-3  測定に用いた化合物の構造式 
尿酸 アスコルビン酸 過酸化水素 
H2O2 
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2-2-7 グラフェン修飾電極を用いた過酸化水素およびアスコルビン酸の検出 
 クロノアンペロメトリーを用いて、グラフェン修飾 GC 電極および未修飾の
GC 電極について測定物質の濃度変化に対する電気化学応答を評価した。過酸化
水素は、+600 mV および-100 mV の電位を印加して酸化および還元電流について
検討した。アスコルビン酸は、+45 mV の電位を印加して酸化電流を検討した。
すべての測定は、100 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）中で行った。 
 
2-2-8 ヒドラジンおよびその誘導体に対する電気化学応答 
グラフェン修飾電極を用いてヒドラジンおよびその誘導体に対する電気化学
応答を CV により検討した。ヒドラジンの測定では 100 mM リン酸緩衝液（pH 5.0、
7.0 および 9.0）、2-ヒドラジノエタノールおよびフェニルヒドラジンの測定では
100 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）を用いた。ヒドラジンについては、それぞれ 6、
7、8 回の電位掃引によって作製した三種の電極を用いて測定を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-4  測定に用いたヒドラジン誘導体の構造式 
 
 
2-2-9 ヒドラジンおよびその誘導体の検出 
 クロノアンペロメトリーを用いて、グラフェン修飾 GC 電極および未修飾の
GC 電極についてヒドラジン誘導体の濃度変化に対する電気化学応答を評価し
H2N NH2
ヒドラジン 2-ヒドラジノエタノール フェニルヒドラジン
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た。ヒドラジンは、+400 mV の電位を印加して酸化電流について検討した。フ
ェニルヒドラジンは、+200 mV の電位を印加して酸化電流を検討した。2-ヒドラ
ジノエタノールは、+600 mV の電位を印加して酸化電流を測定した。すべての
測定は 100 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）中で行った。 
 
2-3 結果と考察 
2-3-1 GO の合成 
Fig. 2-5 に、調製した GO の AFM 画像および線分 AB の断面図を示した。AFM
画像より、数m 程度の大きさの GO が調製できたことがわかった。また、断面
図から厚さは 1 ~ 2 nm 程度であった。単層に剥離された GO の厚さは約 1.0 nm
であるため[7]、単層の GO の生成が確認できた。次に、GO に含まれる酸性官能
基の存在を確認するため、赤外吸収スペクトルを測定した。Fig. 2-6 に、KBr 法
による赤外吸収スペクトルを示した。水酸基由来のピーク（3429 cm-1）やカル
ボニル基由来のピーク（1728 cm-1 および 1635 cm-1）が見られ、構造中に酸性官
能基が導入されていることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
616.52 [nm]0.00
0.00
1.53
[nm]
A-B
Fig. 2-5  GO の AFM 画像 
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Fig. 2-6 GO の IR スペクトル 
 
 
2-3-2 グラフェン修飾電極の作製 
 Fig. 2-7 は、GC 電極を GO 懸濁液に浸漬して電位掃引した際のサイクリック
ボルタモグラムを示している。GO 懸濁液中で連続的に電位掃引を行ったところ、
-1.0 V 付近に還元ピークが、0 V 付近に酸化ピークが見られた。これらのピーク
はそれぞれ GO の酸化および還元に由来すると報告されている[6]。また、掃引
回数の増加とともに酸化還元ピーク電流値の増加が見られた。これは、掃引回
数の増加とともに GC 電極表面に析出したグラフェンの量が増えて、電極の実効
的な表面積が増加したためと考えられる。このように電極表面の修飾ができる
のは、GO の持つ酸性基が懸濁液中で負の電荷を帯びているため、正電位側に掃
引した際に電極近傍に GO が近づき、続いて負電位側に掃引した際に電極付近
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に集まった GO が還元されて電極上にグラフェンとして析出するためと考えら
れる。 
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Fig. 2-7  電極修飾時のサイクリックボルタモグラム 
 
 
次に、グラフェン修飾電極および未修飾の GC 電極を用いて、フェリシアン化
カリウムに対する電気化学応答を比較した。Fig. 2-8 は、グラフェン修飾時の電
位掃引回数を変化させて作製した修飾電極の、5 mM フェリシアン化カリウム溶
液に対するサイクリックボルタモグラムの変化を示している。電位掃引回数の
増加に伴って応答が増加した。未修飾電極を用いたときは、酸化ピーク電流値
がおよそ 50 A であったが、一方で 15 回掃引を行ったときは約 500 A であっ
た。これは、グラフェンで表面を修飾することで、電極の実効的な表面積が増
加したためと考えられる。また、3 ~ 9 回程度の掃引を行ったときには、ピーク
間電位差が増加することなく、ピーク電流値が未修飾の場合と比較して 3 ~ 4 倍
に増加した。 
また、修飾の際の電位掃引範囲の影響について検討を行った。Fig. 2-9 は、電
位掃引範囲を変更して作製した修飾電極の 5 mM フェリシアン酸カリウム溶液
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に対する電気化学応答の変化を示している。-1.5 ~ +0.6 V の範囲で掃引して電極
の修飾を行ったときに、最も大きな応答が見られた。 
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Fig. 2-8  グラフェン修飾電極作製時の掃引回数を変化させた際の 5 mM 
フェリシアン化カリウム溶液に対する電気化学応答 
 
 
さらに、電位の掃引を行わず、-1.5 V で 1 時間定電位電解を行ってグラフェン
修飾電極の作製を試みたが、操作前後でフェリシアン化カリウムに対する応答
は変化しなかった。上記のように、電極表面にグラフェンを修飾するためには、
正電位を印加して GO を電極近傍に近づける操作が必要と考えられる。以上の
結果から、以降の実験では-1.5 ~ +0.6 V の範囲で電位掃引を行った。 
 次に、同様の条件で GC 基板をグラフェンで修飾し、表面を走査型電子顕微
鏡（SEM）および AFM で観察した。Fig. 2-10 に、倍率 300 倍と 1500 倍の SEM
による撮影画像を示した。300 倍の画像から、GC 基板全体にグラフェンが散在
している様子が見られた。また、1500 倍の画像からは一辺が約 30 m 程度のグ
ラフェン凝集体の存在が観察された。これは、GO 薄片の一辺が数m であった
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のと比べてかなり大きい。グラフェンの酸性官能基が還元されたことで層間の
静電的反発作用が失われ、凝集したためと考えられる。 
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Fig. 2-9  修飾時の電位掃引範囲を変更したときの、5 mM フェリシアン 
化カリウム溶液に対するサイクリックボルタモグラム  
(a)：-1.5 ~ +0.6 V  (b)：-1.2 ~ +0.6 V  (c)：-1.5 ~ +0.2 V 
 
(a)                                (b) 
 
 
 
Fig.2-10 グラフェン修飾 GC 基板の SEM 画像 
(a)：300 倍 (b)：1500 倍 
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Fig.2-11 は、グラフェン修飾 GC 基板の AFM 画像および断面の高低を示してい
る。また、Fig. 2-12 は、GC 基板表面の凹凸の様子を示している。AFM 画像か
らも、凝集したグラフェンが GC 基板表面に散在している様子が見られた。基板
表面に存在する凝集体の高さは、400 ~ 600 nm 程度であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-11 グラフェン修飾 GC 基板表面の AFM 画像 
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2-3-3 グラフェン修飾電極の酸化還元物質に対する電気化学応答 
 グラフェン修飾 GC 電極の酸化還元物質に対する電気化学応答変化を調べる
ため、CV 測定を行った。Fig. 2-13、Fig. 2-14 および Fig. 2-15 はそれぞれ未修飾
GC 電極およびグラフェン修飾電極を用いたときの 3 mM 過酸化水素、3 mM ア
スコルビン酸および 3 mM 尿酸溶液に対するサイクリックボルタモグラムを示
している。 
Fig. 2-12 グラフェン修飾 GC 基板表面の 3 次元画像 
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Fig. 2-13  3 mM 過酸化水素に対する電気化学応答 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：グラフェン修飾 GC 電極 
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Fig. 2-14  3 mM アスコルビン酸に対する電気化学応答 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：グラフェン修飾 GC 電極 
 
 
過酸化水素の測定では、+0.6 V における酸化電流値、-0.2 V における還元電流値
がともに数十倍に増加した(Fig. 2-13)。グラフェン修飾電極を用いてこれらの電
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位を印加した際に過酸化水素の検出が可能であると考えられる。アスコルビン
の測定では、酸化ピーク電位が+210 mV から+45 mV と低電位側にシフトした
(Fig. 2-14)。この結果から、より低電位でアスコルビン酸の検出が可能であると
考えられる。尿酸の測定では、酸化ピーク電流値が約 40 A から 60 A へと増
加したが、ピーク電位に大きな変化は見られなかった(Fig.2-15)。 
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 Fig. 2-15  3 mM 尿酸に対する電気化学応答 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：グラフェン修飾 GC 電極 
 
 
2-3-4 グラフェン修飾電極を用いた酸化還元物質の検出 
 次に、過酸化水素およびアスコルビン酸の濃度変化に対する電気化学応答を
クロノアンペロメトリーで評価した。Fig. 2-16 に、未修飾の GC 電極とグラフェ
ン修飾電極の+ 600 mV における過酸化水素に対する応答を示した。また Fig. 
2-17 に、検量線を示した。未修飾電極を用いるとほとんど酸化電流が観測され
なかったのに対し、グラフェン修飾電極を用いると 0.1 ~ 1.0 mM の範囲で十分
な酸化電流値が観測され、この範囲で過酸化水素を検出できた。また、-100 mV
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の電位を印加して同様の測定を行った(Fig. 2-18、Fig. 2-19)。その結果、未修飾
電極ではほとんど応答電流が観測されなかったが、グラフェン修飾電極では、
1.0 ~ 10 mM の範囲で過酸化水素を検出できた。還元反応を利用して過酸化水素
の検出が可能となれば、試料中に存在する酸化され易い妨害物質の影響をうけ
ずに目的物質を検出することができる。 
 アスコルビン酸の+45 mV におけるクロノアンペログラムを Fig. 2-20 に、検量
線を Fig. 2-21 に示した。未修飾電極では応答電流がほとんど観測されなかった
が、グラフェン修飾電極では 10 ~ 100 M の範囲で検出できた。より温和な条件
下で検出できることがわかった。 
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Fig. 2-16  +600 mV における過酸化水素のクロノアンペログラム 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：グラフェン修飾電極 
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Fig. 2-17  +600 mV における過酸化水素の検量線 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：グラフェン修飾 GC 電極 
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Fig. 2-18  -100 mV における過酸化水素のクロノアンペログラム 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：グラフェン修飾 GC 電極 
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Fig. 2-19  -100 mV における過酸化水素の検量線 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：グラフェン修飾 GC 電極 
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Fig. 2-20  +45 mV におけるアスコルビン酸のクロノアンペログラム 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：グラフェン修飾 GC 電極 
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Fig. 2-21  +45 mV におけるアスコルビン酸の検量線 
(a)：未修飾 GCE (b)：グラフェン修飾 GC 電極 
 
 
2-3-5 ヒドラジンおよびその誘導体に対する電気化学応答 
ヒドラジン、フェニルヒドラジンおよび 2-ヒドラジノエタノールの電気化学
応答を調べるため、未修飾 GC 電極およびグラフェン修飾 GC 電極を用いて CV
測定を行った。Fig. 2-22、Fig. 2-23 および Fig. 2-24 は、それぞれ pH 5.0、7.0 お
よび 9.0 において未修飾 GC 電極を用いてヒドラジン溶液を測定したサイクリッ
クボルタモグラムである。いずれの pH においても酸化還元ピークは観測されな
かったが、約+400 mV から酸化電流が観測された。また、各 pH で 1 mM ヒドラ
ジン溶液を測定したボルタモグラムを Fig. 2-25 に示した。この結果から、pH が
大きくなるほど応答電流が増加することがわかった。ヒドラジンは水溶液中で
Fig. 2-26 のような平衡を示す。酸性条件ではこの平衡がイオン型に偏り酸化され
にくく、逆に塩基性条件では平衡が分子型に偏り酸化されやすいためと考えら
れる。 
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Fig. 2-22  未修飾 GC 電極のヒドラジンに対する電気化学応答(pH 5.0) 
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Fig. 2-23  未修飾 GC 電極のヒドラジンに対する電気化学応答(pH 7.0) 
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Fig. 2-24  未修飾 GC 電極のヒドラジンに対する電気化学応答(pH 9.0) 
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Fig. 2-25 未修飾 GC 電極の 1 mM ヒドラジンに対する 
電気化学応答；pH の影響 
(a)：pH 5.0 (b)：pH 7.0 (c)：pH 9.0 
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Fig. 2-26  水溶液中でのヒドラジンの酸塩基平衡 
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次にグラフェン修飾電極を用いて同様の測定を行った。Fig. 2-27、2-28 および 
2-29 は、それぞれ pH 5.0、7.0 および 9.0 の溶液中で、ヒドラジンの濃度を変化
させた際のサイクリックボルタモグラムの変化を示している。pH 7.0 では+400 
mV 付近に見られた酸化ピークが、pH 9.0 では+350 mV 付近と低電位側にシフト
した。pH 5.0 では酸化ピークは見られなかった。また、pH が大きくなるほど応
答電流が増加した。未修飾電極の場合と同様に水溶液中のヒドラジンの酸塩基
平衡によるものと考えられる。 
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Fig. 2-27  グラフェン修飾 GC 電極のヒドラジンに対する電気化学応答（pH 5.0） 
8 回の電位掃引で作製したグラフェン修飾電極を用いた。 
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Fig. 2-28  グラフェン修飾 GC 電極のヒドラジンに対する電気化学応答（pH 7.0） 
8 回の電位掃引で作製したグラフェン修飾電極を用いた。 
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Fig. 2-29  グラフェン修飾 GC 電極のヒドラジンに対する電気化学応答（pH 9.0）  
8 回の電位掃引で作製したグラフェン修飾電極を用いた。 
 
 
次に、修飾量の異なる三種のグラフェン修飾電極を作製し、ヒドラジン溶液
に対する電気化学応答の違いを検討した。Fig. 2-30 は、それぞれ 6、7、および 8
回の電位掃引で作製したグラフェン修飾電極の、1.0 mM ヒドラジン溶液に対す
る電気化学応答を示している。掃引回数が多いほど大きなピーク電流値が得ら
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れた。また、修飾量が多いほど低電位側に鋭い酸化ピークが見られた。これら
は掃引回数を増やすことで GC 電極表面に修飾されたグラフェンの量が増加し、
電極の有効表面積が増加したためと考えられる。この結果から、グラフェン修
飾電極を作製する際に電位掃引回数を加減することで電気化学応答の大きさを
調節可能であることがわかった。 
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Fig. 2-30  グラフェン修飾量の違いによる 1.0 mM 
  ヒドラジン溶液に対する電気化学応答変化 （pH 7.0） 
(a)：6 回掃引 (b)：7 回掃引 (c)：8 回掃引 
 
 
次に、フェニルヒドラジンおよび 2-ヒドラジノエタノールについてグラフェ
ン修飾電極を用いた電気化学応答の測定を行った。Fig. 2-31 および 2-32 は、修
飾量の異なる三種の電極を用いた時の、それぞれ 1 mM フェニルヒドラジンおよ
び 2-ヒドラジノエタノール溶液に対する電気化学応答を示している。フェニル
ヒドラジンの測定ではヒドラジンの場合と同様に掃引回数が多いほど大きく鋭
いピークがみられ、ピーク電位が低電位側にシフトした。電位を 8 回掃引して
作製した電極では約 220 mV に酸化ピークがみられた。一方、2-ヒドラジノエタ
28 
 
ノールの測定では掃引回数の増加とともに応答電流の増加はみられたが、測定
範囲内に明確なピークはみられなかった。 
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Fig. 2-31 グラフェン修飾量の違いによる 1.0 mM フェニルヒドラジン溶液に 
対する電気化学応答変化 （pH 7.0） 
(a)：6 回掃引 (b)：7 回掃引 (c)：8 回掃引 
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Fig. 2-32 グラフェン修飾量の違いによる 1.0 mM 2-ヒドラジノエタノール溶液 
に対する電気化学応答変化 （pH 7.0） 
(a)：6 回掃引 (b)：7 回掃引 (c)：8 回掃引 
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2-3-6 ヒドラジンおよびその誘導体の検出 
ヒドラジン、フェニルヒドラジンおよび 2-ヒドラジノエタノールの濃度変化に
対するグラフェン修飾電極の電気化学応答を評価した。まず、8 回の電位掃引で
作製したグラフェン修飾電極を用いて、ヒドラジン溶液の pH 変化に伴う酸化電
流の変化を測定した。Fig. 2-33には pH5.0、7.0および 9.0のヒドラジン溶液中の、
+400 mV における応答を示している。また、検量線を Fig. 2-34 に示した。pH 5.0
ではほとんど応答電流が観測されなかったが、pH 7.0 および 9.0 では、0.1 ~ 1.0 
mM の範囲で十分な応答が観測された。CV の結果と同様に、pH が大きいほど
応答電流が大きくなることがわかった。 
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Fig. 2-33  +400 mV におけるヒドラジンの 
          クロノアンペログラム；pH の影響 
(a)：pH 5.0 (b)：pH 7.0 (c)：pH 9.0 
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Fig. 2-34  +400 mV におけるヒドラジンの検量線；pH の影響 
(a)：pH 5.0 (b)：pH 7.0 (c)：pH 9.0 
 
 
次に、グラフェンの修飾量を変化させた電極のヒドラジンに対する応答を検
討した。Fig.2-35 に、未修飾の GC 電極と修飾時の掃引回数の違うグラフェン修
飾電極の、0.01 ~ 0.1 mM および 0.1 ~ 1.0 mM ヒドラジン溶液に対する+ 400 mV
における応答を示した。また Fig. 2-36 に、検量線を示した。未修飾電極を用い
るとほとんど酸化電流が得られなかったのに対し、グラフェン修飾電極を用い
ると 0.01 ~ 1.0 mM の範囲で十分な酸化電流値が得られ、この範囲で過酸化水素
を検出することができた。また、修飾量を増加させることで電気化学応答が増
加することがわかった。 
 Fig. 2-37 に、グラフェン修飾電極の、+400 mV におけるヒドラジン、+200 mV
におけるフェニルヒドラジン、および+600 mV における 2-ヒドラジノエタノー
ルの検量線を示した。その結果、フェニルヒドラジンと 2-ヒドラジノエタノー
ルについても 0.01 ~ 0.1 mM の範囲で検出できることがわかった。 
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Fig. 2-35 グラフェン修飾量を変化させた電極の+400 mV における 
ヒドラジン溶液のクロノアンペログラム 
(Ⅰ)：0.01 ~ 0.1 mM ヒドラジン (Ⅱ)：0.1 ~ 1.0 mM ヒドラジン 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：6 回掃引 (c)：7 回掃引 (d)：8 回掃引 
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Fig. 2-36 グラフェン修飾量を変化させた電極のヒドラジンの検量線 
(Ⅰ)：0.01 ~ 0.1 mM ヒドラジン (Ⅱ)：0.1 ~ 1.0 mM ヒドラジン 
(a)：未修飾 GC 電極 (b)：6 回掃引 (c)：7 回掃引 (d)：8 回掃引 
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Fig. 2-37 ヒドラジン、フェニルヒドラジン 
および 2-ヒドラジノエタノールの検量線 
 (a)：2-ヒドラジノエタノール (b)：ヒドラジン (c)：フェニルヒドラジン 
 
 
2-4 まとめ 
 グラファイト粉末から得た GO を剥離した状態で水中に分散させ、電位掃引
することによりグラフェン薄膜を GC 電極上に固定化することができた。作製し
た修飾電極を用いると、種々の酸化還元物質に対する電気化学応答が増大し、
低濃度のこれらの物質を高感度で検出することができた。また、グラフェン修
飾電極を作製する際に電位掃引時間を加減することで電気応答の大きさを調節
することができた。これらの結果から、グラフェン修飾電極を用いてさまざま
な酸化還元種の検出ができ、センサーの性能を向上させることが期待できる。 
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第 3 章 グラフェンおよび GO を用いたバイオセンサーの作製 
 
3-1 緒言 
 第 2 章で、GC 電極表面をグラフェンで修飾することによって過酸化水素に対
する応答電流が大きく増加することがわかった。尿酸、グルコースおよび乳酸
は、いずれも対応する酵素の触媒作用により酸化されて過酸化水素を生じる(Fig. 
3-1)。これらの酵素とグラフェンを電極上に固定化することで従来よりも高感度
のバイオセンサーの開発が期待できる。 
 
 
 
 
 
交互累積膜法は、電極などの基板表面に、互いに親和性のある二種類の分子
を交互に吸着させ、ナノメータースケールの薄膜を形成させる手法である[24]。
静電相互作用やタンパク質の特異的親和性などが駆動力として用いられている。
これまでに、白金電極上にアビジンとビオチン標識グルコースオキシダーゼ
（GOx）の交互累積膜を積層したグルコースセンサーなどが報告されている
[11-12]。本章では交互累積膜法を用いて二種類の方法でバイオセンサーの作製
を試みた。 
まず、第 2 章で作製したグラフェン修飾 GC 電極上にポリカチオンとウリカー
ゼ（UOx）から成る交互累積膜を作製し、尿酸に対する電気化学応答を測定し
た。また、尿酸自体が電極上で酸化をうけるのを防ぐために二種類のポリマー
から成る妨害除去膜を被覆した。 
尿酸+O2→アラントイン+H2O2 
グルコース+O2→グルコン酸+H2O2 
乳酸+O2→ピルビン酸+H2O2 
Fig. 3-1 酵素反応式 
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 次に、アビジンとビオチンの特異的相互作用を用いて白金電極上にGOとGOx
を含む交互累積膜を作製し、グルコースに対する電気化学応答を測定した。ビ
オチンは分子内にカルボキシル基を持ち、酵素の持つアミノ基と容易に結合す
るため、酵素含有交互累積膜の材料として利用できることが報告されている
[13-14]。また、GO は酸性基が負電荷を持ち、正電荷を持つ酵素などの高分子と
容易に結合することが報告されている[15]。これらを応用し、アビジン-GO 複合
体(アビジン-GO)と酵素標識ビオチンをそれぞれ合成し、交互累積膜を作製した。
また、同様の方法を用いて乳酸オキシダーゼを固定化した電極を作製し、乳酸
に対する電気化学応答を検討した。 
  
3-2 実験 
3-2-1 試薬 
用いた試薬は以下の通りである 
・ポリアリルアミン塩酸塩（PAH、MW：15,000、日東紡） 
・ポリスチレンスルホン酸ナトリウム（PSS、MW：500,000、SCIENTIFIC  
POLYMER  PRODUCTS） 
・ポリビニル硫酸カリウム（PVS、MW：240,000 ナカライテスク） 
・尿酸（和光） 
・炭酸リチウム(和光) 
・ウリカーゼ（UOx、ナカライテスク) 
・アビジン（フナコシ） 
・ビオチン-N-ヒドロキシスクシンイミドエステル（ビオチン-NHS、SIGMA） 
・D-グルコース（TCI） 
・グルコースオキシダーゼ（GOx、SIGMA） 
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・L-乳酸 
・乳酸オキシダーゼ（LOx、東洋紡） 
 
3-2-2 機器 
以下の機器を使用した。 
・電気化学アナライザー（600B、ALS） 
参照電極に Ag/AgCl 電極、対極に Pt 電極を用いて三電極系で測定を行った。 
CV で特に記載のないものは、全て掃引速度 50 mV/sec で測定を行った。 
 
3-2-3 実験方法 
3-2-3-1 グラフェン修飾電極を用いたバイオセンサーの作製 
・妨害除去膜の被覆および尿酸に対する電気化学応答の測定 
グラフェン修飾電極上に妨害除去膜を被覆し、5 mM 尿酸溶液に対する電気化
学応答を CV により測定した。まず、グラフェン修飾電極を 2.0 mg/ml の PSS 溶
液（pH 7.4）に 15 分間浸漬後、緩衝液に 5 分間浸漬して洗浄した。次に、2.0 mg/ml
の PAH 溶液（pH 7.4）に 5 分間浸漬後、緩衝液に 5 分間浸漬して洗浄した。さ
らに、2.0 mg/ml の PVS 溶液に 5 分間浸漬後、緩衝液に 5 分間浸漬して洗浄した。
すべてのポリマー溶液の調製および洗浄用の緩衝液には、pH 7.4 の Dulbecco’s 
PBS を用いた。同様の操作を繰り返し行い、グラフェン修飾電極上に
PSS/(PAH/PVS)10 交互累積膜を積層した。PVS の積層ごとに、5 mM 尿酸溶液中
で CV 測定を行った。尿酸溶液の調製には、100 mM リン酸緩衝液（pH 6.8、100 
mM 炭酸リチウムを含む）を用いた。 
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・酵素含有膜の積層および尿酸に対する電気化学応答の測定 
 始めに、グラフェン修飾電極上に PSS/(PAH/PVS)6 交互累積膜を被覆した。次
に 0.1 mg/ml の UOx 溶液に 20 分間浸漬後、5 分間緩衝液に浸漬して洗浄した。
さらに、2.0 mg/ml の PAH 溶液（pH 11.0、8.0 mg/ml の NaCl を含む）に 20 分間
浸漬後、5 分間緩衝液に浸漬して洗浄した。UOx 溶液の調製および洗浄用の緩
衝液には、100 mM ホウ酸緩衝液（pH 8.5）を用いた。同様の操作を繰り返し行
い、グラフェン修飾電極上に PSS/(PAH/PVS)6/(PAH/UOx)10 交互累積膜を積層し
た。6 層目の PVS、3、6 および 10 層目の UOx を積層後、クロノアンペロメト
リーを用いて、+600 mVにおける 0.1 mM尿酸に対する酸化応答電流を測定した。
尿酸溶液の調製には 100 mM リン酸緩衝液（pH 6.8、100 mM 炭酸リチウムを含
む）を用いた。 
 
 
 
 
 
Fig. 3-2 用いたポリマーの構造式 
 
PSS PAH PVS 
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Fig. 3-3 妨害除去膜および酵素含有膜の模式図 
 
 
3-2-3-2 酸化グラフェン含有交互累積膜を用いたバイオセンサーの作製 
・アビジン-GO 複合体の合成 
 0.1 mg/ml の GO と 0.4 mg/ml のアビジンの混合分散液を調製し、氷冷下で 30
分間撹拌した。800 g で遠心を行い未反応のアビジンを取り除いた後、凍結乾燥
を行った。生成物を 10 g/ml で水中に分散させ、雲母基板上に滴下、乾燥して
AFM による撮影を行った。分散液の調製には、100 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）
を用いた 
 
・GOx 標識ビオチン(ビオチン-GOx)の合成 
 GOx 8.1 g とビオチン-NHS 0.9 mg を 2 ml の 0.1 M 炭酸水素ナトリウム溶液に
溶解して室温で 3 時間撹拌した。生成物を遠心ろ過し、凍結乾燥を行った。 
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・GO 含有交互累積膜の作製およびグルコースに対する電気化学応答の測定 
 白金電極をアルミナ研磨し、5 分間×2 回の超音波洗浄を行った。電極を 0.1 
mg/ml のアビジン溶液に 15 分間浸漬後、5 分間緩衝液に浸漬して洗浄した。次
に、0.1 mg/ml のビオチン-GOx 溶液に 15 分間浸漬後、5 分間浸漬して洗浄した。
溶液の調製および洗浄用の緩衝液には、100 mMリン酸緩衝液(pH 6.8)を用いた。 
操作を繰り返して白金電極上に(avidin-GO/biotin-GOx)5交互累積膜を積層した。 
ビオチン-GOx の積層ごとに、クロノアンペロメトリーを用いて+600 mV におけ
るグルコースに対する電気化学応答を測定した。同様に、白金電極上に
(avidin/biotin-GOx)5、(GO/GOx)5 および(GO/LOx)5 交互累積膜を積層し、それぞ
れグルコースおよび乳酸に対する電気化学応答を測定した。 
 
Pt electrode
avidin‐GO enzyme‐labeled
biotin
repeat
=avidin
=enzyme‐labeled biotin
=GO
 
Fig. 3-4 avidin-GO/biotin-GOx 交互累積膜の模式図 
 
 
3-3 結果と考察 
3-3-1 グラフェン修飾電極を用いたバイオセンサーの作製 
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・妨害除去膜の被覆および尿酸に対する電気化学応答の測定 
 Fig. 3-5 に、グラフェン修飾電極上に妨害除去膜を被覆した際の 5 mM 尿酸に対
するボルタモグラムを示した。グラフェン修飾電極を用いた場合は、約+420 mV
酸化ピーク、約+380 mV に還元ピークが見られた。PAH/PVS 交互累積膜を積層
すると、積層数の増加に伴って酸化還元ピーク電流値の減少が見られた。10 層
の PAH/PVS 交互累積膜を積層した電極では、酸化ピーク電流値が約 10 分の 1
まで減少し、還元ピーク電流は消失した。PAH/PVS 交互累積膜の網孔隙よりも
尿酸の分子径が大きく、分子ふるい効果により電極近傍への拡散が阻害された
ためと考えられる[11-12]。しかし、酸化ピークは積層を続けても完全に消失し
なかった。用いる材料や積層条件をさらに検討し、改善する必要がある。6 層積
層した時点でピーク電流値の減少がほぼ頭打ちとなったため、以降の実験では
妨害除去膜として(PAH/PVS)6 交互累積膜を用いた。 
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Fig. 3-5 グラフェン/PSS/(PAH/PVS)n 交互累積膜修飾電極の 
5 mM 尿酸に対する電気化学応答 
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・ 酵素含有膜の被覆および尿酸に対する電気化学応答の測定 
Fig. 3-6 に、UOx 含有膜を被覆したときの 0.1 mM 尿酸に対する+600 mV に
おける酸化応答電流の変化を示した。UOx/PAH 交互累積膜の積層数が増加す
るにつれて尿酸に対する酸化応答電流が増加した。この結果から UOx の活
性を保持したまま累積膜の積層が可能であることがわかった。また、10 層積
層した場合には 0.1 mM の尿酸に対して約 700 nA の酸化電流値が観測されて
おり、血中尿酸濃度（約 0.2 ~ 0.5 mM）の測定において十分な値といえる。 
0
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800
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Fig. 3-6  グラフェン/PSS/(PAH/PVS)6/(PAH/UOx)n 修飾電極の 
0.1 mM 尿酸に対する酸化応答電流 
 
 
3-3-2 酸化グラフェン含有交互累積膜を用いたバイオセンサーの作製 
・アビジン-GO 複合体の合成 
 Fig. 3-7 にアビジン-GO の AFM 画像および線分 AB の断面図を示した。断面
図から厚さ 7-8 nm の剥片が観察された。GO 剥片の厚さが 1.0 nm であるため、
これに比較して厚くなっていることがわかった。アビジンは、6.0 nm×5.0 nm×
4.0 nm の直方体様の形状であり、そのうち 6.0 nm×5.0 nm の面に結合部位が存
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在する[13]。AFM 画像より、GO 薄膜の両面にアビジンが結合した状態であると
考えられる。 
 
Fig. 3-7 アビジン-GO の AFM 画像 
 
 
・GO 含有交互累積膜の作製およびグルコースに対する電気化学応答の測定 
  始めに、白金電極上に avidin-GO/biotin-GOx 交互累積膜を積層し、グルコ－
スに対する電気化学応答をクロノアンペロメトリーで測定した。Fig. 3-8 に、
avidin-GO/biotin-GOx 交互累積膜修飾白金電極を用いた+600 mV におけるグル
コースに対する応答を示した。また、検量線を Fig. 3-9 に示した。1 層の積層
で 1 ~ 10 mM のグルコースに対する酸化応答電流が観測された。2 および 3 層
目の積層で応答の増加がみられたが、それ以降の積層では応答の増加はみら
れなかった。積層操作時の酵素の脱離や、累積膜中での酵素の失活といった
原因が考えられるが、詳細は不明である。 
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Fig. 3-8 (avidin-GO/biotin-GOx)n交互累積膜修飾白金電極を用いた 
+600 mV におけるグルコースのクロノアンペログラム 
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Fig. 3-9 (avidin-GO/biotin-GOx)n交互累積膜修飾白金電極を用いた 
+600 mV におけるグルコースの検量線 
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次に、白金電極上に avidin/biotin-GOx 交互累積膜を積層して、グルコースに
対する電気化学応答を測定した。Fig. 3-10 に avidin/biotin-GOx 交互累積膜修飾
白金電極のグルコースに対する応答を示した。また、Fig.3-11 に検量線を示し
た。1 層の積層で 1 ~ 10 mM のグルコースに対する酸化応答電流が観測された。
2 ~ 4 層目の積層で応答の増加がみられたが、5 層目の積層では応答は増加しな
かった。膜中に GO が含まれている場合(Fig. 3-9)と比較して大きな応答が見ら
れた。GO を含む累積膜では、GO の電気伝導性が低いために応答電流が減少
たと考えられる。応答電流を増やすために、avidin-GO/biotin-GOx 交互累積膜
の積層後、何らかの方法で膜中の GO を還元して電気伝導性を増加させる必要
がある。 
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Fig. 3-10 (avidin/biotin-GOx)n 交互累積膜修飾白金電極を用いた 
+600 mV におけるグルコースのクロノアンペログラム 
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Fig. 3-11 (avidin/biotin-GOx)n 交互累積膜修飾白金電極を用いた 
+600 mV におけるグルコースの検量線 
 
 
次に、白金電極上に GO/GOx 交互累積膜を積層して、グルコースに対する電
気化学応答を測定した。Fig. 3-12 に GO/GOx 交互累積膜修飾白金電極のグルコ
ースに対する応答を示した。また、Fig.3-13 に検量線を示した。1 層の積層で 1 ~ 
10 mM のグルコースに対する酸化応答電流が観測された。GO と GOx の疎水性
相互作用により電極上に膜が形成されたと考えられる。2 層目の積層でも応答
の増加がみられたが、それ以降の積層では応答の増加はみられなかった。アビ
ジンおよびビオチンを用いた場合（Fig. 3-11）と比較すると同程度の応答電流が
観測された。GO を支持体として用いることで、酵素に積層のための前処理を施
す必要がなくなり、バイオセンサー作製の簡略化が期待できる。また、積層後
に膜中の GO を還元できれば、より高感度での検出が期待できる。 
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Fig. 3-12 (GO/GOx)n 交互累積膜修飾白金電極を用いた 
     +600 mV におけるグルコースのクロノアンペログラム 
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Fig. 3-13 (GO/GOx)n 交互累積膜修飾白金電極を用いた 
+600 mV におけるグルコースの検量線 
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また、白金電極上に GO/LOx 交互累積膜を積層して、乳酸に対する電気化学
応答を測定した。Fig. 3-14 に GO/LOx 交互累積膜修飾白金電極の乳酸に対する
応答を示した。また、Fig. 3-15 に検量線を示した。0.1 ~ 1.0 mM の範囲で乳酸を
検出することができた。しかし、積層操作を続けても酸化電流値は増加しなか
った。電極上に酵素が固定化されていないもしくは測定中に酵素が失活してい
る可能性があるため、固定化方法についてさらに検討する必要がある。 
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Fig. 3-14 (GO/LOx)n 交互累積膜修飾白金電極を用いた 
     +600 mV における乳酸のクロノアンペログラム 
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Fig. 3-15 (GO/LOx)n 交互累積膜修飾白金電極を用いた 
+600 mV における乳酸の検量線 
 
 
3-4 まとめ 
 初めに、グラフェン修飾電極上に妨害除去膜および UOx 含有膜を被覆し、尿
酸に対する電気化学応答を測定した。妨害除去膜を被覆することで、電極上で
の尿酸の酸化を阻害することができた。しかし、完全に妨害物質の影響をなく
すことができなかったため、材料や積層条件をさらに検討する必要がある。続
いて酵素含有膜を積層することで、0.1 mM の尿酸の検出ができた。また、積層
数の増加に伴い、酸化応答電流の増加が観測された。 
 次に、白金電極上に交互累積膜を積層し、グルコースに対する電気化学応答
を測定した。avidin-GO/biotin-GOx および avidin/biotin-GOx 交互累積膜の積層で
は、それぞれ 1~ 10 mM のグルコースを検出できた。二種の累積膜を比較すると、
avidin-GO/biotin-GOx 交互累積膜修飾電極では avidin/biotin-GOx 交互累積膜修飾
電極と比べてグルコースに対する酸化応答電流が減少した。GO の電気伝導率が
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低いため、今後膜中の GO を還元する方法を検討する必要がある。GO/GOx 交互
累積膜の積層においても、avidin/biotin-GOx 交互累積膜を積層した場合と同等の
酸化応答電流が観測された。酵素を標識する必要がなくなるため、バイオセン
サーの作製が簡略化できる。また、膜中の GO を還元できれば更なる高感度化
が期待できる。GO/LOx を積層した場合には、酸化電流は観測されたものの、濃
度依存性は見られなかった。酵素の固定化条件を検討する必要がある。 
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第 4 章 結論 
 本研究ではグラフェン修飾電極を作製し、種々の酸化還元物質に対する電気
化学応答の測定を行った。また、グラフェンおよび酸化グラフェンを用いてバ
イオセンサーの作製を試みた。 
 第 2 章では、電解析出法を用いてグラフェン修飾電極を作製し、過酸化水素、
アスコルビン酸、尿酸およびヒドラジン誘導体に対する電気化学応答を測定し
た。グラフェン修飾電極を用いることでこれらの物質に対する電気化学応答が
大きく上昇し、高感度で検出できることがわかった。また、電極を作製する際
の電位の掃引時間を変更することで電気応答の大きさを調節できることがわか
った。 
 第 3 章では、グラフェンおよび GO を用いたバイオセンサーの作製を検討し
た。まず、グラフェン修飾電極上に PSS(PAH/PVS)交互累積膜および UOx/PAH
交互累積膜を積層したところ、電極上での尿酸自身の酸化を抑制し、酵素反応
によって尿酸を検出することができた。尿酸の酸化反応の抑制がまだ完全では
ないため、今後改善策を検討する必要がある。次に白金電極上に GO および GOx
を含む交互累積膜を積層し、グルコースに対する電気化学応答を測定した。
avidin-GO/biotin-GOx 交互累積膜を積層したところ、電極上に酵素を固定化でき、
グルコースの検出が可能だった。avidin-/biotin-GOx 交互累積膜を積層した場合
と比較して応答電流が少なかったため、今後膜中の GO の還元方法を検討する
う必要がある。GO/GOx 交互累積膜の積層でも同等の応答電流が見られた。この
結果から、GOx を修飾することなく、簡易にバイオセンサーを作製できると期
待できる。また、GO を還元することで更なる感度の増加が期待できる。 
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